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RESUMEN

EFECTO DE LA APLICACION DE UNA VACUNA ANTI-GNRH COMO

METODO INMUNO CONTRACEPTIVO EN HEMBRAS FELINAS

Se evalud el efecto de la vacuna Improvac® sobre la ocurrencia del ciclo
estral en gatas y su efecto sobre los pardmetros clinicos, hematologicos,
bioquimicos, Ez, P4, el didmetro uterino y sobre la morfometria ovérica y uterina.
Se utilizaron (n=12) gatas pertenecientes a la colonia de experimentacion de la
catedra de reproduccion animal, de la FCV de la UNLP. Las gatas fueron
sometidas a un régimen de luz artificial (14h luz, 10h oscuridad), se determiné el
ciclo estral mediante citologia vaginal cada 48 horas. En el grupo 1 (CON, n= 3)
las gatas recibieron 0,5 mL de solucioén fisioldgica por via subcutanea en la
parrilla costal izquierda el D1 (interestro) y el D30. En el grupo 2 (TRT, n=9) las
gatas recibieron 0,5 mL de la vacuna Improvac® por via subcutdnea en la parrilla
costal izquierda el D1 y D30. Se tomaron muestras sanguineas para hematologia,
bioquimica, E> y P4 cada 15 dias. Las gatas CON fueron castradas el D90, las
gatas TRT fueron castradas el D120, D270 y D330. Los datos fueron analizados
mediante GLIMMIX de SAS® 9.4. Todas las gatas CON continuaron ciclando. En
el grupo TRT dos (n=2/9) gatas presentaron un estro posvacunal (D10 y D45) y
posteriormente no volvieron a ciclar hasta el dia en el fueron castradas (D270 y
D120 respectivamente). Siete (n=7/9) gatas TRT no presentaron estro luego de la
vacunacion hasta el dia en el que fueron castradas (D120-D330). Los parametros
clinicos, hematologicos y bioquimicos se mantuvieron normales en los grupos

CON y TRT. Las concentraciones de P4 se mantuvieron basales durante todo el
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estudio en los grupos CON y TRT. En el grupo TRT hubo una disminucién del
diametro del cuerpo uterino. Histologicamente las gatas CON presentaron ovarios
y endometrio normal, por el contrario, las gatas TRT presentaron alteraciones en
el desarrollo folicular y en el endometrio. El estudio evidencia que en gatas la
vacuna Improvac® suprime efectivamente el estro sin ocasionar graves efectos

adversos.

PALABRAS CLAVE: gata, contraceptivo, inmunocontracepcion, Improvac®,

GnRH.
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SUMMARY

EFFECT OF THE APPLICATION OF AN ANTI-GNRH VACCINE AS AN

IMMUNO CONTRACEPTIVE METHOD IN QUEENS.

The effect of the Improvac® vaccine on the occurrence of the estrous in
queens and its effect on the clinical parameter, hematology, biochemistry, E2, Pa,
uterine diameter, and on ovarian and uterine morphometry was evaluated. Queens
(n=12) belonging to the experimental colony of the chair of animal reproduction
of the FCV of the UNLP were used. The queens were subjected to an artificial
light regime (14h light, 10h dark), and the estrous cycle was determined by
vaginal cytology every 48 hours. In group 1 (CON, n= 3) the queens received 0.5
mL of saline solution subcutaneously in the left rib cage on D1 (interestrus) and
D30. In group 2 (TRT, n= 9) the queens received 0.5 mL of the Improvac®
vaccine subcutaneously in the left rib cage on D1 and D30. Blood samples for
hematology, biochemistry, E2, and P4 were dropped every 15 days. CON queens
were spayed on D90, and TRT queens were spayed on D120, D270, and D330.
The data was analyzed using GLIMMIX of SAS® 9.4. All CON queens continued
to cycle. In the TRT group, two (n=2/9) queens presented a post-vaccination
estrus (D10 and D45) and subsequently did not cycle again until the day of spay
(D270 and D120, respectively). Seven (n=7/9) queens did not become estrus after
vaccination until the day they were -castrated (D120-D330). Clinical,
hematological, and biochemical parameters remained normal in the CON and
TRT groups. P4 concentrations remained baseline throughout the study in the

CON and TRT groups. In the TRT group, there was a decrease in the diameter of
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the uterine body. Histologically, the CON queens presented normal ovaries and
endometrium. Conversely, TRT queens showed alterations in follicular
development and the endometrium. The study shows that in queens the Improvac®

vaccine effectively suppresses estrus without causing serious adverse effects.

KEY WORDS: queen, contraceptive, immunocontraception, Improvac®, GnRH.



CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

Los gatos son una especie altamente prolifica y con gran adaptabilidad a
diferentes entornos. Debido a esto las poblaciones de gatos pueden tener un grave
impacto sobre el medio ambiente. Es asi que en algunos paises impactan
negativamente sobre las especies locales (Aeluro y Kavanagh, 2021) y se han
visto involucrados con la extincidon de varias especies de animales entre las que se
encuentran diversas especies de aves, reptiles y pequefios mamiferos (Doherty y
col.,, 2017). Los gatos callejeros constituyen una fuente para la trasmision de
enfermedades zoonoticas, ademés pueden ocasionar accidentes (mordeduras y
aranazos) lo cual genera un deterioro de la calidad de vida de toda la poblacion
(Candela y col., 2022).

Para tratar de solucionar este problema, a nivel mundial se han llevado a
cabo varios programas de control poblacional de gatos callejeros dirigidos a la
proteccion de la salud publica, promocién de la salud y bienestar de los gatos, asi
como a la conservacion de la vida silvestre. Estos programas por lo general tienen
un alto costo econdmico, y en la mayoria de los casos no llegan a ser
suficientemente efectivos para controlar las poblaciones de gatos callejeros debido
al potencial reproductivo de estos, que supera las estrategias de control.
Asimismo, deben considerarse las particularidades regionales que hacen que un
programa brinde resultados aceptables en un lugar, pero puede que este no sea

efectivo en otro. En consecuencia, los planes de control poblacional deben estar



estructurados de acuerdo con las caracteristicas y necesidades de cada entorno

(Hurley y Levy, 2022).

CONTROL POBLACIONAL

Para el control de poblaciones felinas se han desarrollado programas en los
cuales los animales son capturados y trasladados hacia albergues en donde pueden
ser esterilizados y posteriormente adoptados o liberados. Ademads, en otros casos
los animales que llegan a estos albergues pueden ser sacrificados (Janeczko,
2020). Otros tipos de programas involucran el control letal mediante la utilizacion
de trampas, cebos envenenados y armas de fuego (Buckmaster y col., 2014;
Rodriguez y col., 2006). Estos métodos son controvertidos tanto desde el aspecto
ético como por su eficacia, ya que no se respeta a los animales como seres vivos y
transgreden el bienestar animal.

Los programas que involucran la esterilizacion quirirgica han demostrado
ser efectivos en disminuir la poblacién felina y mejorar el bienestar de los gatos,
siempre y cuando sean ejecutados de manera constante y durante largos periodos
de tiempo (Kreisler y col., 2019; Spehar y Wolf, 2019), a diferencia de lo que
ocurre con los programas de corta duracidon que no logran contener el crecimiento
poblacional (Bissonnette y col., 2018; Kilgour y col., 2017). Asimismo, los
programas en los cuales los gatos son atrapados para ser esterilizados y
posteriormente liberados tienen mejores resultados cuando se involucra la
cantidad adecuada de animales y se toman en cuenta las necesidades de cada

entorno en particular (Hurley y Levy, 2022).



Si bien estos programas son efectivos, la necesidad de llevar a cabo
procedimientos quirdrgicos restringe su aplicacion en lugares en donde el factor
econémico y profesional (Médicos Veterinarios capacitados en cirugia) es
restringido lo cual limita la eficacia del plan. En consecuencia, encontrar
alternativas no quirdrgicas es de importancia para que los programas sean
sostenibles a largo plazo y obtener resultados satisfactorios. Es ahi donde entra en
juego la utilizacion de anticonceptivos ya que su aplicacion se puede llevar a cabo
rapidamente, incrementando asi la cantidad de animales en los que puede evitarse
la reproduccion mientras se implementan castraciones, permitiendo asi mejorar la
eficacia de los planes de esterilizacion quirtrgica (Carrasco Sangache y col.,
2022). Sin embargo, deben considerarse los efectos adversos asociados a algunos
anticonceptivos, lo cual hace necesario realizar investigaciones en esta area con el
fin de desarrollar nuevos métodos que permitan controlar la reproduccion sin

afectar la salud animal.

CICLO ESTRAL DE LA GATA: ESTADIOS, ENDOCRINOLOGIA Y
CITOLOGIA VAGINAL

Para poder realizar el control del ciclo estral es necesario conocer la
fisiologia reproductiva felina (Davidson y Stabenfeldt, 2020a). La gata doméstica
es poliéstrica estacional fotoperiodo positiva. Por lo tanto, la hembra ciclara de
manera repetida durante una estacion reproductiva (primavera y el verano,
Davidson y Stabenfeldt, 2020b; Michel, 1993). Sin embargo, en las zonas
ecuatoriales el periodo reproductivo ocurre a lo largo de todo el afno (da Silva y

col., 20006).



La estacionalidad reproductiva de la gata estd determinada por el
fotoperiodo y por la concentracion sérica de melatonina (Leyva y col., 1984,
1989). La melatonina es una hormona que sigue un ritmo circadiano por lo tanto
es sintetizada y secretada por la glandula pineal durante los periodos de oscuridad.
Por el contrario, durante los periodos de luz la secrecion y liberacion de
melatonina es inhibida (Garcia Mitacek, 2016a; Simonneaux y Ribelayga, 2003).
A medida que incrementan las horas de luz, disminuye el tiempo durante el cual
se libera la melatonina y esto ocasiona una disminucidn en su concentracion sérica
(Garcia Mitacek, 2016a). Esta disminucidon en la concentraciéon de melatonina
produce un incremento en la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) dando inicio a la ocurrencia del ciclo estral cuando las
gatas estan expuestas al menos a 12 horas de luz (Schifer-Somi, 2017)

En cambio, a medida que las horas de luz disminuyen el tiempo de
liberacion de la melatonina incrementa lo cual ocasiona que existan altas
concentraciones séricas de melatonina. Por lo tanto, no se produce la liberacion de
GnRH ni la ocurrencia del ciclo estral (Garcia Mitacek, 2016a).

Debido al efecto que tiene la luz sobre la concentracion de melatonina y la
ocurrencia del ciclo estral, es posible lograr que las gatas ciclen constantemente al
ser expuestas artificialmente a mas de 14 horas de luz al dia (Garcia Mitacek,
20164, 2016b).

El ciclo estral se encuentra controlado por el eje hipotalamo pituitario
gonadal, en el cual el hipotalamo produce GnRH. La GnRH es transportada hacia
la adenohipéfisis en donde estimula la produccion de las hormonas

foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) que son las hormonas responsables



del desarrollo y maduracion de los foliculos, y la ovulacion (Davidson y
Stabenfeldt, 2020b).

La FSH induce el desarrollo folicular ovarico y a medida que esto ocurre,
los foliculos empiezan a secretar estrogenos (E2) los cuales son responsables del
comportamiento sexual caracteristico del estro (Chiappe Barbara, 2018).
Posteriormente para que la gata ovule es necesario la estimulacién vaginal por
parte del pene del macho, este estimulo ocasiona la liberacion de GnRH y de LH.
Sin embargo, se ha observado que algunas gatas pueden ovular de forma
espontanea sin la estimulacion vaginal (Garcia Mitacek, 2016a).

Las etapas del ciclo estral felino son; proestro, estro, interestro y anestro
(Feldman y Nelson, 2004). El proestro tiene una duracién menor a 1 dia, y esto
hace que sea dificil de detectar. En esta etapa existe un incremento en la
concentracion de Es, y pueden llegar a observarse concentraciones superiores a 20
pg/mL. (Feldman y Nelson, 2004). Este incremento en los niveles de E> induce la
diferenciacion del epitelio vaginal, por lo que durante la citologia vaginal se
pueden observar principalmente células intermedias y células superficiales
(<50%). El incremento de los niveles de E» ocasiona leve edema wvulvar,
frotamiento de la gata contra objetos y vocalizacion, sin embargo durante el
proesto la gata no acepta al macho (Johnson, 2022; Johnston y col., 2001).

Posteriormente ocurre el estro, durante esta etapa los niveles de E> pueden
ser superiores a 70 pg/mL, y la gata acepta al macho (Johnston y col., 2001). El
rapido incremento y la elevada concentracion de E> ocasiona cambios
conductuales en la gata, es asi que puede observarse lordosis y lateralizacion de la

cola, también puede existir vocalizacion intensa, miccidon y pisoteo con las patas



traseras, junto con la receptividad caracteristica del estro (Vansandt, 2022). En la
citologia vaginal se observa un predominio de células superficiales (>75%) con y
sin nucleo, junto a una disminucién marcada de la cantidad de células intermedias
(Johnson, 2022; Johnston y col., 2001).

En ausencia de apareamiento u ovulacion espontanea comienza la etapa de
interestro, en la cual no se observa comportamiento de celo debido al descenso en
los niveles de E» hasta sus niveles basales (<20 pg/mL). La duracion del interestro
es de 8 a 9 dias y en la citologia vaginal se pueden observar células superficiales
(<50%), intermedias grandes y parabasales (Feldman y Nelson, 2004; Johnson,
2022).

Si las gatas presentan ovulacion inducida o espontanea y los ovocitos no
son fertilizados, el cuerpo luteo formado tras la ovulacién ocasiona un incremento
en los niveles de progesterona (P4) sérica, y ocurre un interestro prolongado o
pseudogestacion (Feldman y Nelson, 2004). El interestro prolongado tiene una
duracion aproximada de 40 dias, y los niveles de P4 ascienden desde <1 ng/mL
hasta alcanzar niveles de entre 25-90 ng/mL (Vansandt, 2022). Luego las
concentraciones de P4 empiezan a disminuir lentamente a partir del dia 25 hasta
alcanzar niveles basales entre los 30-40 dias. En el caso de que el interestro
prolongado finalice durante la temporada reproductiva, la siguiente etapa que se
presenta es el interestro, para posteriormente dar origen al estro y continuar con el
ciclo mientras dure la temporada reproductiva. Por el contrario si el interestro
prolongado finaliza durante la etapa no reproductiva las gatas pasan

inmediatamente al anestro (Verstegen, 1998).



En cambio, si luego de la ovulacion los ovocitos son fertilizados ocurre la
gestacion, aqui los niveles de P4 incrementan hasta alcanzar un pico (35,52 £6,14
ng/mL) a los 21 dias de gestacion, para luego disminuir ligeramente y mantenerse
estable hasta aproximadamente 60 dias luego de la ovulacion coincidiendo con el
momento del parto. En relacion a los Ez, sus niveles se mantienen basales a lo
largo de la gestacion, sin embargo incrementan su concentracion a los 60 dias de
gestacion para disminuir justo al momento previo al parto (England, 2010;
Stornelli y Garcia Mitacek, 2016).

Finalmente, el anestro es la ausencia del ciclo reproductivo y ocurre
cuando disminuye el fotoperiodo, dura varios meses durante los cuales las gatas
no atraen a los machos y no existe comportamiento sexual. Esta etapa se
caracteriza por presentar niveles de Ez y P4 basales, y altos niveles de melatonina.
(Feldman y Nelson, 2004; Garcia Mitacek, 2016a; Johnson, 2022). Debido a que
no existe efecto estrogénico sobre el epitelio vaginal, en la citologia se puede
observar un predominio de células parabasales y una escasa cantidad de células

intermedias (Garcia Mitacek, 2016a).

METODOS ANTICONCEPTIVOS
La contracepcion incluye el control definitivo y el control temporario
reversible de la reproduccion, Con el fin de lograr el control temporario de los
ciclos estrales se han utilizado varias drogas a lo largo del tiempo, las cuales han
demostrado diferentes grados de efectividad en las gatas (Carrasco Sangache y
col., 2022). Los métodos anticonceptivos son econdmicos, faciles de aplicar y son

reversibles. Esto hace que sean de utilidad en la clinica diaria cuando se desea



suprimir el estro de forma temporal. Sin embargo, algunos de ellos producen
graves efectos adversos y en otros la duracion de su efecto no es predecible (Tabla
1.1).  Diversos métodos  anticonceptivos  hormonales, asi  como
inmunocontraceptivos han sido usados para el control de la reproduccion en las

gatas.

PROGESTAGENOS

Los anticonceptivos mas utilizados a lo largo de los afios han sido los
progestagenos. Estos compuestos hormonales sintéticos tienen el mismo efecto
que la P4 endégena. Su efecto contraceptivo se debe a que ejercen
retroalimentacion negativa sobre el eje hipotdlamo, hipofisiario gonadal con la
consiguiente inhibicion de la liberacion de la hormona FSH y de la LH. Por lo
tanto, ocurre la supresion del desarrollo folicular y la ovulacion. Ademads, los
progestagenos impiden el adecuado movimiento de los gametos por lo que
interfieren con la implantacién del embridn en el utero (Asa, 2018; Romagnoli,
2015).

La delmadinona y clormadinona son de los primeros progestagenos
estudiados en gatas, los mismos demostraron ser efectivos al impedir e incluso
interrumpir el estro, disminuyendo la atraccion hacia los machos (Gerber y col.,
1973; Jochle y Jochle, 1975; Murakoshi y col., 1996; Sawada y col., 1992;
Tamada y col., 2003). Asimismo se utilizaron implantes de Levonorgestrel que
también lograron impedir el estro, sin embargo para que su utilizacion sea practica
es necesario que se desarrollen implantes que contenga una mayor cantidad de

levonorgestrel (Baldwin y col., 1994; Looper y col., 2001; Pelican y col., 2005).



El uso de anticonceptivos de uso humano que contenian una mezcla de
levonorgestrel y etinilestradiol, no fue efectivo en gatas, produciendo incluso un
incremento en la frecuencia de la ocurrencia del estro (Sarchahi y col., 2008).
Otro progestageno utilizado es el acetato de megestrol. Su administracion también
es efectiva para suprimir y prevenir el estro durante cortos periodos de tiempo
(Tabla 1.1; Burke, 1982; Findik y col., 1999; Kutzler y Wood, 2006; Romagnoli,
2015).

Dentro de los progestagenos el mas utilizado es el acetato de
medroxiprogesterona, este ha sido estudiado con diferentes dosis y vias de
administracion demostrando ser altamente efectivo para prevenir el estro. A pesar
de su alta efectividad su utilizacion estd relacionada con graves efectos adversos
como son: hiperplasia fibroepitelial mamaria, complejo hiperplasia endometrial
quistica, piometra y tumores mamarios (Carrasco Sangache y col., 2022; Colton,

1965; Harris y Wolchuk, 1963; Romagnoli, 2015; Sarchahi y col., 2008).
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Tabla 1.1. Eficacia y efectos colaterales relacionados con la utilizacién de

progestagenos en gatas

Progestageno Eficacia Efectos Referencias
colaterales
Acetato de Previno el estro al Gerber y col,
delmadinona menos un afio 1973
Acetato de Previno el estro al Ligero incremento Jochle y Jochle,
clormadinona menos un afio del peso, y 1975; Murakoshi
afecciones y col, 1996;
mamarias y uterinas Sawada y col.,
1992; Tamada y
col., 2003
Levonorgestrel El efecto se Se observo malestar Baldwin y col.,

Acetato de megestrol

Proligestona
Altrenogest

Acetato de
medroxiprogesterona

mantuvo hasta la
extraccion de los
implantes

El efecto dura al
menos 70 dias

El efecto dura en
promedio 8,00
+2,20 meses

Fue efectiva para
suprimir el estro y el
retorno  del estro
ocurre de  1-2
semanas luego de
suspender el
tratamiento

El efecto dura al
menos 2 meses

y vocalizacion
durante la
aplicacion. Existio
reaccion local y
dolor

Piometra

Hiperplasia
fibroepitelial
mamaria

Hiperplasia
fibroepitelial
mamaria, complejo
hiperplasia
endometrial
quistica, piometra y
tumores mamarios.

1994; Looper y

col., 2001;
Pelican y col.,
2005

Burke, 1982;
Findik y col.,
1999

Findik y col,
1999; Jackson,

1984; Vitasek y
Dendisova, 2006

Stewart y col.,
2010

Colton, 1965;
Harris y Wolchuk,
1963; Keskin y
col., 2009; Loretti
y col, 2005;

Romagnoli, 2015;
Sarchahi y col.,
2008
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ANDROGENOS
Los androgenos ocasionan una retroalimentacion negativa sobre la LH
(Asa, 2018; Burke, 1976). Sin embargo, los androgenos estudiados en gatas
(mibolerona y la metiltestosterona), no lograron impedir el estro. Ademas, su
utilizacion ocasioné incremento del tamafio del clitoris, disfuncion tiroidea,
engrosamiento de la dermis cervical y mortalidad debido a su efecto hepatotoxico
(Burke, 1977, 1982; Sarchahi y col., 2008). Por todo esto, su utilizacién en gatas

debe ser evitada.

MELATONINA

La administracion de melatonina exdgena tiene un efecto contraceptivo
debido a que la alta concentracion de melatonina sérica ocasiona una disminucion
en la sintesis de GnRH impidiendo de esta manera la sintesis de gonadotropinas.
Se han realizado estudios en los cuales se administré melatonina diariamente por
via oral, logrando de esta forma evitar la ocurrencia del estro (Faya y col., 2011;
Graham y col., 2004). A pesar de que estos estudios demuestran la efectividad de
la melatonina como anticonceptivo, la necesidad de que sea administrada
diariamente por via oral hace que sea poco practica para su utilizacion en la
clinica diaria. Para evitar este inconveniente se realizaron estudios utilizando
implantes subcutaneos de melatonina (18 mg) los cuales demostraron ser efectivos
para prolongar el interestro sin ocasionar efectos adversos. La duracion del efecto
varia entre 61 y 277 dias segun el momento del ciclo en el cual se aplique el

implante, es asi que un implante no logra prevenir el estro durante toda la
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temporada reproductiva (Faya y col., 2011; Furthner y col., 2020; Gimenez y col.,

2009; Gulyuz y col., 2009; Nequinio y col., 2016).

ANALOGOS DE LA GNRH

Los analogos sintéticos de la GnRH también se han utilizado para prevenir
la ocurrencia del estro. Estos andlogos pueden clasificarse de acuerdo con el
efecto que tienen sobre sus receptores, es asi que existen agonistas y antagonistas
de la GnRH. Los agonistas de la GnRH pueden suprimir la produccion de FSH y
LH mediante desensibilizacion de las células gonadotropas en la pituitaria (Conn
y Crowley, 1991). Para que ocurra esta desensibilizacion es necesario un estimulo
constante de la GnRH sobre la pituitaria.

Con el fin de obtener el estimulo constante sobre la pituitaria se han
desarrollado implantes de liberacion lenta que contiene un agonista de la GnRH
(deslorelina, 4,7 mg). La deslorelina tiene un efecto de entre 10 y 140 veces
superior al de la GnRH, lo cual induce la desensibilizacion de los receptores de
GnRH (Padula, 2005). Estos implantes aplicados por via subcutdnea han
demostrado ser efectivos en prevenir el estro, sin embargo, debido a que tiene un
efecto agonista, su aplicacion induce la sintesis de gonadotropinas lo que
desencadena el inicio del ciclo estral antes de que ocurra el efecto contraceptivo.
Por esta razon luego de la colocacion del implante las gatas pueden presentar
signos de estro, atraccion de los machos y receptividad sexual, si bien las gatas
pueden quedar prefiadas la gestacion se pierde debido a la involucién temprana

que suftre el cuerpo luteo.
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Los implantes de deslorelina presentan como desventaja que la duracion de
su efecto no es predecible ya que se ha comunicado que el estro puede retornar
entre 16-37 meses (Goericke-Pesch y col., 2013) y entre 8-38 meses (Furthner y
col., 2020). Esto hace que sea dificil determinar el momento en el que se debe
aplicar un nuevo implante en el caso de requerir continuar su utilizacion como
método contraceptivo. Otro andlogo de la GnRH que ha demostrado ser efectivo
en gatas es la nafarelina, cuando se aplicaron implantes que combinaban azagly y
nafarelina se logr6 prevenir la ovulacion de las gatas hasta por 3 afios (Rubion y
Driancourt, 2009).

El efecto contraceptivo de los antagonistas de la GnRH se debe a que estos
inhiben la sintesis de gonadotropinas, mediante la unién competitiva con los
receptores de GnRH. Es asi que no se estimula la activacion de los receptores por
lo tanto su efecto es inmediato, presentando como ventaja que no inducen el estro
a diferencia de lo que ocurre con los agonistas de la GnRH (Al-Inany y col.,
2016). Su efecto fue estudiado en algunas especies evitando los ciclos estrales
(Pelican y col., 2005, 2008; Valiente y col., 2009; Watson y col., 2000). Para
evaluar su utilidad en gatas se administraron dos dosis del antagonista de la GnRH
antide con un intervalo de 15 dias. En los dos estudios realizados se obtuvieron
resultados diferentes a pesar de que se utiliz6 la misma dosis y esquema de
aplicacion (Pelican y col., 2005, 2008). Por el contrario, la administracion de
acilina no afect6 la duracion del estro en las gatas tratadas, esto demuestra que a
diferencia de lo que sucede en otras especies los antagonistas de la GnRH no son

efectivos en gatas (Pelican y col., 2005, 2008; Risso y col., 2010).
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INMUNOCONTRACEPCION

Una de las alternativas para el control de la reproduccién es la
inmunocastraciéon mediante la utilizacion de vacunas que induzcan la produccion
de anticuerpos dirigidos hacia los gametos o frente a las hormonas involucradas
en la reproduccion y sus receptores. Las vacunas de receptor de LH bovino, han
demostrado ser efectivas en gatas, sin embargo son necesarias multiples dosis para
mantener el efecto contraceptivo (Saxena y col., 2003). Debido a esto su
utilizacion es poco practica, ademds son necesarios mas estudios que evalien su
eficacia y seguridad.

Las vacunas también pueden dirigirse contra la zona pelucida, estas
vacunas estan orientadas a inducir la formacion de anticuerpos contra la zona
pelucida y de esta manera interferir con la interaccién entre los gametos para
finalmente impedir la fertilizacion. Con este fin se desarrollaron vacunas de zona
pelicida procedente de diferentes especies (cerdo, vaca, perra vison y hurdn), si
bien estas vacunas indujeron la formacion de anticuerpos estos no presentaron
reaccion cruzada frente a la zona pelacida felina (Eade y col., 2009; Gorman y
col., 2002; Ivanova y col., 1995; Levy y col, 2005). En relaciéon a los
mencionados estudios, se utilizaron vacunas con zona peltcida felina, no obstante,
estas vacunas tampoco fueron capaces de inducir la produccién de anticuerpos.
Las vacunas de ADN con subunidades proteicas de zona pelucida felina si
lograron producir bajos niveles de anticuerpos, sin embargo, al comparar la tasa
de concepcion con la del grupo control no se observaron diferencias significativas

(Eade y col., 2009). Si bien estas vacunas han demostrado ser efectivas en varias
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especies animales los diversos estudios realizados en gatas demuestran que no son
efectivas como método contraceptivo en esta especie.

Las vacunas contraceptivas que han demostrado mayor efectividad en
felinos son las vacunas anti-GnRH. Sin embargo, solamente la vacuna
GonaCon™ se ha evaluado en gatas, produciendo diferentes resultados entre los
estudios realizados (Fischer y col., 2018; Levy y col., 2011).

En los ultimos afios se han desarrollado varias vacunas, las cuales han
demostrado inducir la formaciéon de anticuerpo en ratonas (Sandam y col., 2022,
2021; Schaut y col., 2018), ratas (Ahn y col., 2021; Junco y col., 2021; Massei y
col., 2020; Pinkham y col., 2022), perras (Gupta y col., 2022) y gatas (Cho y col.,
2022). Sin embargo, a pesar de inducir la formacién de anticuerpos, la mayoria de
ellas tuvieron escaso efecto sobre la reproduccidon, observandose solo una
disminucion en el tamafio de las camadas.

Un nuevo candidato de vacuna anti-GnRH que requiere una sola dosis y
cuya administracion es oral o subcutdnea ha demostrado ser efectiva en inducir la
formacién de altos niveles de anticuerpos anti-GnRH en ratonas y cerdas, sin
presentar efectos adversos. Sin embargo, son necesarios futuros estudios que
demuestren su efectividad y seguridad en diferentes especies (Faruck y col.,
2021).

Debido a la necesidad de encontrar métodos contraceptivos efectivos para
la utilizacion en gatas, y a la disponibilidad de vacunas anti-GnRH que han
demostrado ser efectivas en diferentes especies, es necesario evaluar su eficacia y

seguridad en gatas. Por ello los objetivos de la presente tesis fueron:
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OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la eficacia de la vacuna anti-GnRH Improvac® (Zoetis) en

hembras felinas sobre el control de la reproduccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Estudiar el efecto de la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac®
(Zoetis) sobre la ocurrencia de celos en gatas adultas.
e Estudiar el efecto de la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac®
(Zoetis) sobre la concentracion sérica de hormonas esteroideas sexuales.
e Estudiar el efecto de la aplicacion de la vacuna Improvac® (Zoetis) sobre la

morfologia y morfometria ovarica y uterina.

Para cumplir con estos cuatro objetivos se realizaron los experimentos que

se describen en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 11

EFECTO DE LA APLICACION DE DOS DOSIS DE LA VACUNA ANTI-

GNRH COMO METODO INMUNO CONTRACEPTIVO EN GATAS

INTRODUCCION

La GnRH es un decapéptido sintetizado en el hipotalamo y esta hormona
es un importante regulador de la reproduccion. La GnRH es secretada por
neuronas del hipotdlamo y a través de los vasos sanguineos portales se dirige
hacia la pituitaria anterior. Al llegar a la pituitaria se une a sus receptores en las
células gonadotropas y esto desencadena la sintesis y liberacion de
gonadotropinas (FSH y LH) que actuardn sobre el ovario promoviendo el
desarrollo folicular y la ovulacion (Maggi, 2016).

En el ovario la FSH se une a sus receptores y esto promueve el desarrollo
de los foliculos mediante la proliferacion y diferenciacion de las células de la
granulosa junto a la formaciéon del antro folicular (Hunzicker-Dunn y Mayo,
2015). Posteriormente para que se lleve a cabo la ovulacién es necesario que la
LH se una a sus receptores en el ovario, esta uniéon desencadena la expansion de
las células del complejo cumulus-ovocito, la ruptura de las uniones gap, la
reanudacion de la meiosis del ovocito y la liberacion del complejo cumulus-
ovocito, para culminar con la formacion del cuerpo Iuteo (Richards y col., 2015).

El importante rol que cumple la GnRH sobre la reproduccion hace que esta
hormona sea un importante objetivo sobre el cual pueden actuar las vacunas

anticonceptivas. Los anticuerpos formados por estas vacunas podrian suprimir el
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efecto de la GnRH y esto llevaria a que se inhiba la sintesis de gonadotropinas,
evitando de esta manera la reproduccion.

La GnRH es un decapéptido poco antigénico, por lo tanto, para producir
vacunas la GnRH debe ser conjugada con proteinas que mejoren su
reconocimiento por parte del sistema inmune. Asimismo es necesario que estas
vacunas contengan adyuvantes que desencadenen una respuesta inmune adecuada
(Levy, 2011). El mecanismo de accién de estas vacunas se basa en inducir la
formacion de anticuerpos contra la GnRH y evitar la union de la hormona con sus
receptores, para de esta manera inhibir la sintesis de FSH y LH con la consecuente
supresion de la gametogénesis.

Se han desarrollado diversas vacunas anti-GnRH que han sido efectivas
para inhibir la reproduccion en diferentes especies animales. Una vacuna que se
ha estudiado en gatas es GonaCon™, observandose en los primeros estudios que
la aplicacion de una dosis tuvo efecto contraceptivo en el 100% de las gatas
tratadas (n=15). Sin embargo, la duracion de su efecto vari6 entre 5 meses a mas
de 5 afos. Ademés dentro del grupo tratado 5 gatas desarrollaron masas no
dolorosas en el sitio de aplicacion luego de la vacunacion durante el tratamiento y
hasta dos afios posteriores a la vacunacion (Levy y col., 2011).

Posteriormente se realizaron estudios dirigidos a evaluar la eficacia y
seguridad de una nueva formula de la vacuna GonaCon™, para ello dividieron los
animales en dos grupos aplicandose una (n=3) y dos dosis (n=3) segun el grupo.
Las gatas vacunadas produjeron anticuerpos dentro de los 30 dias posteriores a la
vacunacion y no se observaron reacciones adversas agudas. Sin embargo, a partir

de los 18 dias post vacunacion, dos gatas de cada grupo desarrollaron masas de
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tejido blando en el sitio de aplicacion sin presentar signos de dolor o dificultad
para deambular (Vansandt y col., 2017).

Un nuevo estudio se realizd para determinar la duracion del efecto de una
dosis de la nueva férmula de GonaCon™ y confirmar su seguridad. Para ello se
administr6 0,5 mL de la vacuna por via intramuscular a 20 gatas y luego de cuatro
meses se introdujeron gatos fértiles para simular un ambiente de colonia. EI 60%
(n=12/20) de las gatas vacunadas quedaron prefiadas dentro de los 4 meses de la
introduccion de los machos y finalmente el 70% (n=14/20) quedaron prefadas
dentro del afio del tratamiento. En cuanto a las reacciones adversas se observé que
7 gatas desarrollaron masas en el sitio de aplicacion y dos gatas presentaron
inflamacion sin masas palpables en el sitio de aplicacion. Los efectos adversos
observados no ocasionaron dolor ni dificultad para deambular (Fischer y col.,
2018).

Asimismo, se evalu¢ la eficacia y seguridad a corto plazo de la vacunacion
con GonaCon™ junto con una vacuna antirrdbica en gatas. Para ello el primer
grupo (n=5) recibi6é una dosis de GonaCon™ junto a la vacuna antirrabica, y el
segundo grupo (n=4) recibié una dosis de GonaCon™ y luego de tres semanas
una segunda dosis de GonaCon™ junto con la vacuna antirrabica. Posterior a la
vacunacion se observo que todas las gatas (excepto una gata del segundo grupo)
formaron anticuerpos contra la GnRH, sin presentar diferencias significativas
entre ambos grupos. Ademas, debido a los cambios en las concentraciones de la
hormona antimiilleriana, la citologia vaginal y la histologia ovarica los autores

sugieren que se suprimio la actividad ovarica por al menos tres meses (Novak y
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col., 2021). Sin embargo, se requieren mas estudios para comprobar su efectividad
a largo plazo.

Como se puede apreciar GonaCon™ tiene efectividad contradictoria en
gatas, posiblemente la vacuna requiera modificaciones en su composicion para
incrementar su efectividad y evitar las reacciones locales que se observan luego de
su aplicacion. Ademads, esta vacuna se encuentra disponible solamente para el
control de especies silvestres. Otras vacunas anti-GnRH atin se encuentran en
desarrollo por lo cual su disponibilidad para evaluarlas en otras especies es
limitada.

Los diferentes resultados obtenidos en los estudios que utilizaron
GonaCon™ en gatas, hace necesario la evaluacion de otras vacunas anti-GnRH
potencialmente efectivas en esta especie. Improvac® es una vacuna anti-GnRH
disponible comercialmente. Esta vacuna est4 indicada en cerdos, para eliminar el
olor sexual de los machos enteros, como una alternativa a la castracion quirurgica.
Estd compuesta por un andlogo sintético e incompleto de la GnRH unido al
toxoide de la difteria el cual actia como proteina transportadora (Wicks y col.,
2013). Debido a que Improvac® tiene una GnRH estructuralmente incompleta y
ademads se encuentra conjugada con el toxoide de la difteria, la union de la vacuna
con los receptores de GnRH en la pituitaria no es posible, lo cual evita que la
vacuna tenga efecto hormonal (Hennessy, 2008).

El efecto contraceptivo de Improvac® se ha estudiado en diferentes
especies. En un estudio realizado en cerdas se pudo observar que la duracion de la
inmunidad fue de hasta 20 semanas en el 93% de las cerdas que recibieron 3 dosis

y de al menos 13 semanas en el 100% de las cerdas que recibieron 4 dosis.



21

Ademas, el inicio del efecto fue de alrededor de 10 dias luego de la aplicacion de
la segunda dosis (Dalmau y col., 2015).

En yeguas (n=9) se aplicaron 2 dosis de la vacuna Improvac® con un
intervalo de cuatro semanas por via intramuscular en el cuello. En el grupo tratado
se observd que todas las yeguas dejaron de ciclar dentro de las 8 semanas
posteriores a la primera dosis y el efecto se mantuvo por al menos 23 semanas.
Pudo observarse hinchazén y dolor en el sitio de aplicacion, rigidez del cuello,
pirexia y apatia. Los mencionados efectos adversos disminuyeron entre 4 y 5 dias
luego de la aplicacion de cada dosis (Imboden y col.,, 2006). Botha y col.
evaluaron el efecto de la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac® con un
intervalo de 35 dias en 55 yeguas. Los resultados obtenidos mostraron que al dia
70 de la aplicacion de la primera dosis no se registrd actividad ovéarica en las
yeguas vacunadas a diferencia del grupo control (n=10) en el cual todas las
yeguas mostraron actividad ovérica. Los efectos adversos observados fueron
hinchazén en el sitio de aplicacion y cojera los cuales desaparecieron al dia 6
(Botha y col., 2008). Ademas, en el 92,2% de las yeguas existio retorno de la
actividad ovérica dentro de los 720 dias con un intervalo promedio de 417,8 dias
posteriores a la vacunacion. Esto evidencia que su efecto es reversible y de larga
duracion (Schulman y col., 2012).

Resultados similares fueron obtenidos por Nolan y col., quienes estudiaron
en yeguas el efecto de 2 dosis de la vacuna Improvac® con un intervalo de 5
semanas. Luego de la primera dosis 2 de 8 yeguas aun evidenciaban actividad

ovdrica, sin embargo luego de 5 semanas de la segunda dosis no se observod
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actividad ovdrica en ninguna yegua vacunada a diferencia del grupo control en el
cual 5 de 8 yeguas mantuvieron su actividad ovarica normal (Nolan y col., 2018).

En ponis (n=3) también se observo la produccion de anticuerpos mediante
la aplicacion de 3 dosis de la vacuna Improvac®. El nivel de anticuerpos vario
entre los ponis, observandose una disminucion de los niveles de P4 entre 4-16
semanas luego de la primera dosis. Como efectos adversos se observo fiebre y
ligera hinchazon en el sitio de aplicacion de la vacuna (Khumsap y col., 2020).

En terneras la vacuna Improvac® fue aplicada para retardar la pubertad,
aplicandose 2 dosis de la vacuna con un intervalo de 6 semanas. En el grupo
tratado se observo que solamente el 12,5% (n=3/24) de las terneras presentaron
niveles de P4 superiores a 1 ng/mL, a diferencia del grupo control en el cual el
56,5% (n=13/23) presentaron concentraciones superiores a 1 ng/mL. A diferencia
de lo observado en otras especies, esta vacuna no produjo reacciones locales en el
sitio de aplicacion de la vacuna (Schiitz y col., 2021). De la misma forma en vacas
adultas (n=20) la aplicacion de 2 dosis de Improvac® con un intervalo de 35 dias,
suprimi6 el estro en promedio 114 dias (Schmid y col., 2020).

El efecto contraceptivo de la vacuna Improvac® fue probado también en
especies silvestres. En elefantas (n=8) la aplicacion de dos dosis de la vacuna no
fue efectiva para inducir el anestro. Segun los autores la falta de efectividad pudo
deberse a una sub-dosificacion de la vacuna, ya que para su aplicacion se utilizé
un sistema de dardos. Otro punto a tener en cuenta es la revacunacion tardia
implementada, ya que esta se llevo a cabo entre 5 a 7 semanas luego de la primera
dosis. Asociado al sitio de aplicacion vacunal se pudo observar la presencia de

ligera hinchazon que resolvié dentro de 2 semanas (Benavides Valades y col.,
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2012). En concordancia con lo ocurrido en elefantas, en jirafas la aplicacion de
dos dosis de la vacuna Improvac® no fue efectiva como método contraceptivo.
Contrariamente, la administracion de 3 dosis con un intervalo de 4 semanas si
logré tener efecto contraceptivo. Sin embargo, para mantener su efecto son
necesarias dosis de refuerzo cada 2 meses durante el primer afio para
posteriormente incrementar el intervalo entre los refuerzos. Las jirafas vacunadas
presentaron ligera hinchazéon edematosa en el sitio de aplicacion
(Schwarzenberger y col., 2022). Otro estudio realizado en jirafas mostré que la
aplicacion de dos dosis con un intervalo de 4 semanas junto con posteriores dosis
de refuerzo cada 3 meses, fueron capaces de suprimir la actividad ovérica. Debido
a que se observo que el inicio del efecto no es inmediato se recomienda separar a
las hembras de los machos o aplicar métodos contraceptivos alternativos hasta
obtener el efecto de la vacuna (Moresco y col., 2022).

También se comunic6 la utilizacion de la vacuna Improvac® en una leona
que recibid dos dosis los dias 0 y 109. En ella el efecto contraceptivo se observo
luego de la aplicacion de la segunda dosis y el efecto se mantuvo durante 246
dias. Luego de la aplicacion de la segunda dosis se observo una ligera hinchazon
en el sitio de la inyeccion la cual fue visible durante un dia (Kawase y col., 2021).
Este estudio sugiere que la vacuna Improvac® también puede ser efectiva como
método contraceptivo en leonas.

Las vacunas anti-GnRH, disponibles actualmente en el mercado son
Improvac® (Improvest®) y Bopriva® comercializadas por Zoetis Inc. Debido a la
disponibilidad de Improvac® y a la efectividad que se ha observado en las

diferentes especies, su utilizacion en gatas es una alternativa que puede
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reemplazar a los métodos contraceptivos actuales disponibles. Considerando que
en nuestro pais solo se cuenta con progestdgenos para evitar la reproduccion
felina, y que estos poseen importantes efectos colaterales adversos, es necesario
evaluar el efecto que tiene la vacuna sobre el ciclo estral, pardmetros clinicos,
sanguineos, ultrasonografia uterina, concentracion de E> y P4 sérica y la
morfologia ovérica y uterina en gatas.

El objetivo de este capitulo fue estudiar en gatas el efecto de la aplicacion
de dos dosis de la vacuna Improvac® (Zoetis) sobre la ocurrencia de celos, los
parametros clinicos, hematologicos, bioquimicos y ultrasonograficos uterinos, asi
como su efecto sobre la concentracion sérica de hormonas esteroideas sexuales.

Nuestras hipdtesis de trabajo fueron: 1) La aplicacion de dos dosis de la
vacuna Improvac® aumenta el interestro sin provocar efectos adversos en hembras
felinas, 2) Las concentraciones séricas de las hormonas esteroideas sexuales en
hembras vacunadas con Improvac® (Zoetis) difieren de las observadas en

hembras controles.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Las gatas incluidas en el estudio fueron divididas en 2 grupos: grupo I
control al cual se le administrd por via sc en la parrilla costal izquierda 0,5 mL de
solucion fisioldgica el dia uno (primer dia de interestro) y el dia 30 (CON, n=3).
A las gatas asignadas al grupo II tratado se le administr6 por la misma viay en la
misma ubicacion 0,5 mL de la vacuna Improvac® (Zoetis) en el dia uno y el dia 30
(TRT, n=9; Figura 2.1).

Las gatas TRT fueron sometidas a ovariohisterectomia (OVH) durante el
estudio, 3 gatas fueron sometidas a OVH a los 120 dias, 3 gatas fueron sometidas
a OVH a los 270 dias y 3 gatas fueron sometidas a OVH a los 330 dias de la
aplicacion de la primera dosis de la vacuna Improvac®. Las gatas controles fueron
sometidas a OVH 90 dias después de la aplicacion de la primera dosis de solucion

fisiologica.
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Figura 2.1. Diseflo experimental para el estudio del efecto de la aplicacion de dos
dosis de la vacuna Improvac® (TRT) o solucion fisiologica (CON) en
gatas.

Animales

Para el estudio se utilizaron 12 gatas mestizas de entre 1 y 5 afios con peso
de entre 2,5-4 kg. Las gatas incluidas en el estudio pertenecian a la colonia
experimental felina de la Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la UNLP y fueron alojadas en jaulas individuales (0,75 x

1,50 x 2 m) con ambiente climatizado. Las gatas recibieron agua ad libitum y

alimento premium (Balanced; Vitalcan®, Buenos Aires, Argentina). Previo al

inicio del experimento a las gatas se les realizd un examen clinico y ginecologico

completo. Para obtener ciclicidad durante los 45 dias previos al inicio del estudio
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y hasta el final de este las gatas fueron sometidas a un régimen de luz artificial de
fotoperiodo largo de 14 horas de luz utilizando ladmparas led de 1200 Iimenes.
Luego de la ocurrencia de 3 celos consecutivos las gatas fueron incluidas en el
estudio y al finalizar el mismo ingresaron en un plan de control urbano de la

reproduccion.

Determinacion del ciclo estral

La etapa del ciclo estral fue determinada mediante citologia vaginal y la
evaluacion de los signos conductuales. Para el estudio citologico se tomaron
muestras mediante hisopado vaginal, posteriormente las muestras fueron tefiidas
con Tincion 15® (Biopur) y evaluadas con un microscopio Optico a 100X y 400X.
Asimismo cada 48 horas se evalu6 la presencia de los signos caracteristicos del

estro (vocalizacion, lordosis, frotamiento contra objetos).

Determinacion de los parametros clinicos

Se registrd la temperatura corporal (TE), pulso femoral (PF), frecuencia
respiratoria (FR) y condicién corporal (CC) previo a la vacunacion durante el
primer dia de estro citologico (DO0), el dia de la aplicacion de la primera dosis (D1;
primer dia del interestro), a los 15 dias (D15), el dia de la aplicacion de la segunda
dosis (D30) y luego cada 15 dias. Asimismo, se registraron los pardmetros
clinicos cuando se observo el primer estro posvacunal.

Se registrd la CC de las gatas cada 15 dias, para ello se observo y palpo la

grasa subcutanea sobre las costillas y los procesos espinosos, y se les asigno un
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valor en la escala de 1 a 5 en donde 1 = caquéxico, 2 = bajo peso, 3 = ideal, 4 =
sobrepeso, 5 = obeso (Kronfeld y col., 1994).

La ingesta de agua, comida, caracteristicas de la materia fecal y conducta
del animal fue registrada diariamente. Conjuntamente se evalud el sitio de
aplicacion de la vacuna o solucidén fisiologica diariamente luego de su

administracion.

Muestras de sangre para determinaciones hematolégicas, bioquimicas y
hormonales

Se tomaron muestras sanguineas para hematologia, bioquimica sérica y
para determinar las concentraciones séricas de E» y P4. Las muestras sanguineas
fueron obtenidas previo a la vacunacion durante el primer dia del estro citoldgico
(DO0), el dia de la aplicacion de la primera dosis (D1; primer dia del interestro), a
los 15 dias (D15), el dia de la aplicacion de la segunda dosis (D30) y luego cada
15 dias durante todo el estudio. Asimismo, se tomaron muestras cuando se
observo el primer estro posvacunal.

Todas las muestras de sangre fueron extraidas por puncion de la vena
yugular. Las muestras para hematologia fueron colectadas en tubos con
anticoagulante EDTA y procesadas utilizando un analizador hematologico
semiautomatizado, y el conteo diferencial de leucocitos se realizé en frotis tefiidos
con May-Griinwald Giemsa. Las muestras para las determinaciones bioquimicas
(a excepcion de la glucemia) y hormonales fueron colectadas en tubos sin
anticoagulante, luego de la formacion del coagulo sanguineo las muestras fueron

centrifugadas y el suero fue almacenado a -20°C hasta su procesamiento. Las
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muestras para determinacion de la concentracion sérica de glucosa se obtuvieron
en un tubo con anticoagulante de Fluoruro de Potasio y se procesaron dentro de
las 12hs de obtenida la muestra.

Se determind las concentraciones séricas de proteinas totales (PT),
albumina (ALB), globulinas (GLOB), glucosa (GLU), alanina aminotransferasa
(ALT), aspartato aminotransferasa (AST), urea (UREA) y creatinina (CRE)
mediante un autoanalizador (InCCA DICONEX Ltd, Quilmes, Argentina)
utilizando kits de bioquimica (Wiener Laboratories, Rosario, Argentina).

La determinacion de la concentracion sérica de E» y P4 se realizéo mediante
la técnica de quimioluminiscencia (Elecsys®, Progesterone II, and Estradiol

Roche, Mannheim, Germany)

Determinacion del diametro del cuerpo uterino

Se realiz6 la medicion del didmetro del cuerpo uterino (DCU) mediante la
imagen congelada de un corte longitudinal (cm) a nivel del cuerpo uterino de las
gatas CON y TRT mediante ecografia (DP-30 Vet Mindray™, Nanshan, China,
sonda lineal multifrecuencia [5-7,5-10 MHz]). Las mediciones se realizaron
durante el primer dia del estro citolégico previo a la vacunacion (DO0), el dia de la
aplicacion de la primera dosis (D1; primer dia del interestro), a los 15 dias (D15),
el dia de la aplicacion de la segunda dosis (D30) y luego cada 15 dias durante todo
el estudio. Asimismo, se realizéd la determinacion del didmetro del cuerpo uterino

cuando se observo el primer estro posvacunal.
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Criterios de inclusion

Las gatas fueron incluidas en el estudio considerando los siguientes
criterios de inclusion: 1) madurez sexual, 2) peso igual o superior a 2,5 kg e igual
o inferior a 4 kg, 3) plan sanitario completo, 4) adecuado estado nutricional, 5) no
gestantes, 6) no presentar alteraciones durante al examen fisico, 7) no estar
recibiendo ningun tipo de medicacidn, 8) presentar 3 estros normales de forma

consecutiva.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizoé un disefio completamente aleatorio con mediciones repetidas en
el tiempo en el que la unidad experimental fue la gata. Se establecid un nivel de
significancia de P<0,05. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
GLIMMIX de SAS® (9.4). Los datos se han expresados mediante cuadrados

minimos =+ el error estandar.

MARCO BIOETICO

Los experimentos se realizaron respetando las recomendaciones
internacionales especificadas en la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio, con las recomendaciones de la National Academy Science,
Washington DC, USA, referidas al uso de gatas como animales de laboratorio
(National Research Council, 2011) y las recomendaciones sobre el Cuidado y uso

de Animales de Laboratorio del Comité Institucional de Cuidado y Uso de
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Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata. Los procedimientos quirurgicos fueron
realizados siguiendo las indicaciones sobre el cuidado de los animales de
experimentacion indicados en la Guia internacional de principios para
investigaciones biomédicas que involucran animales (CIOMS y ICLAS, 2012).
Ademas, el experimento cont6 con la aprobacion del CICUAL de la FCV UNLP

(101-9-19T)
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RESULTADOS

Todas las gatas del grupo CON continuaron ciclando y presentaron celos
cada 12-20 dias hasta el D90 en el que fueron sometidas a OVH. En el grupo TRT
7 (n = 7/9) gatas no volvieron a ciclar hasta el dia en el que fueron sometidas a
OVH (entre 120 a 330 dias). Por el contario 2 gatas (n = 2/9) presentaron un estro
luego de la aplicacion de la primera dosis de la vacuna, una al D10 y otra al D45,
posteriormente estas gatas no volvieron a ciclar hasta el dia en el que fueron
sometidas a OVH (270 y 120 dias, respectivamente).

Ninguna gata del grupo CON presentd reacciones adversas luego de la
vacunacion. Por el contrario, todas las gatas del grupo TRT desarrollaron masas
no dolorosas de entre 0,4 y 5,5 cm, en el sitio de aplicacién de la vacuna. Estas
masas aparecieron entre el dia 3 a 33 luego de la aplicacioén de la primera dosis.
En 5 gatas las masas desaparecieron luego de 105, 147, 158, 224 y 349 dias luego
de su aparicion. En las 4 gatas restantes las masas continuaron presentes hasta el
dia de la cirugia y el tiempo desde su aparicion fue de 121, 126, 219 y 329 dias.
Asimismo 2 gatas (n = 2/9) del grupo TRT presentaron decaimiento, disminucion
de la ingesta de alimento y fiebre un dia después de la aplicacion de la primera
dosis y la fiebre se mantuvo durante 1 dia. Ademas, 1 a 2 dias después de la
vacunacion 3 gatas (n = 3/9) del grupo TRT presentaron dolor en el sitio de

aplicacion de la vacuna y decaimiento durante un dia.
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Parametros clinicos

Al analizar los pardmetros clinicos a lo largo del experimento no se
observaron diferencias significativas en el PF, FR y CC, entre los grupos CON y
TRT (Tabla 2.1 - 2.2 y Figura 2.2). Ademads, el PF, FR y CC se encontraron
dentro de los rangos fisioldgicos normales para la especie (Kronfeld y col., 1994;
Quimby y col., 2011). Luego de que las gatas TRT que presentaron fiebre
posvacunal, retornaran a su TE normal, no se observaron diferencias significativas

en la TE entre las gatas CON y TRT.

Tabla 2.1. Cuadrados minimos + error estandar de los paramentos clinicos (TE,

PF, FR, CC) entre el grupo CON y TRT.

Parametro clinico Valores CON TRT P
normales

Temperatura (TE; °C) 37-38.8 38,2 £0,2 38,5 +0,03 >0,25

Pulso femoral (PF; ppm) 110-250 158,4 £2,8 159,8 £1,3 >(,64

Frecuencia respiratoria (FR; 24-84 473 £1,5 49,3 +0,8 >0,26
rpm)

Condicion corporal (CC) 3 2,8+0,07 2,77 +£0,03 >0,13

rpm: respiraciones por minuto, ppm: pulsos por minuto, °C: grados centigrados
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respiratoria entre las gatas CON y TRT desde el DO al D90. ppm: pulsos

Tabla 2.2.

por minuto, rpm: respiraciones por minuto

Cuadrados minimos + error estindar de la condicidon corporal (CC)

entre las gatas CON y TRT desde el DO al D90

Dia de tratamiento CON TRT P

DO 2,88 +0,16 2,77 £0,16 >0,63
Dl 2,88 +0,16 2,77 £0,16 >0,63
D15 2,66 +£0,21 2,77 £0,16 >0,68
D30 2,46 £0,27 2,66 £0,16 >0,53
D45 2,93 +£0,23 2,66 £0,16 >0,34
D60 2,93 +£0,21 2,66 £0,16 >0,31
D75 2,93 +£0,21 2,61 £0,16 >0,24
D90 2,86 £0,27 2,55 40,16 >0,33

Evaluacion de los parametros hematologicos

Al analizar los parametros hematoloégicos no se observaron diferencias

significativas en los valores asociados a la serie roja al comparar CON vs. TRT
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(Tabla 2.3). Contrariamente, en el leucograma se observd que los LEU, NEU,
LIN, MON y BAS fueron significativamente superiores (Tabla 2.3) en el grupo
TRT en comparacion con el grupo CON. Sin embargo, todos los parametros del
grupo CON y TRT se mantuvieron dentro del intervalo normal para la especie.
Asimismo, todos los pardmetros hematoldgicos tanto del grupo CON como del
grupo TRT se encontraron dentro del intervalo de referencia para la especie desde
el DO (Primer dia del estro) al D90 en el grupo CON vy hasta el final del estudio en
el grupo TRT (Figura 2.3 y 2.4).

En relacion con los solidos totales (ST), no se observaron diferencias
significativas entre las gatas del grupo CON y TRT a lo largo del experimento
(7,54 £0,4 vs. 7,95 £0,19, respectivamente, P>0,3). Asimismo, no se observaron
diferencias significativas en la concentracion ST entre el grupo CON y TRT en
los dias D0-D90 (Figura 2.3). En el grupo TRT no se observaron diferencias en la

concentracion de solidos totales entre el DO y el D1-D330.
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Tabla 2.3. Cuadrados minimos + error estandar de los parametros hematologicos

entre el grupo CON y TRT desde el DO al D90

Parametro Valores normales P
ERI (10%/pL) 5000-10000 7357,74 £168,77  7640,24 £81,67 >0,13
HTO (%) 24-45 37,16 +0,52 36,51 +0,25 >0,27
HB (g/dL) 8-15 12,33 +0,18 12,14 £0,08 >0,33
LEU (/uL) 5500-19500 7146,22 £629,52 11628 +£304,63 <0,0001
NEU (/uL) 1000-14000 4291,61 496,71 7343,28 £237,09  <0,0001
BAN (/uL) <585 11,09 £3,11 >0,12
LIN (/uL) 1100-10000 1710,67 £249,29 2573,36 £118,99  <0,002
MON (/uL) <1500 492,93 +86,84 858,79 +41,45 <0,0002
EOS (/uL) 100-2500 603,01 +89,79 757,95 +42,86 >0,12
BAS (/uL) <150 24,3 +£19,54 86,5 £9,32 <0,004

ERI: eritrocitos, HTO: hematocrito, HB: hemoglobina, LEU: leucocitos, NEU:
neutrofilos, BAN, neutréfilos en banda, LIN: linfocitos, MON, monocitos, EOS:

eosinofilos, BAS: basofilos
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Figura 2.4. Cuadrados medios minimos del conteo diferencial de leucocitos en los
grupos CON y TRT desde el DO al D90

Evaluacion de los parametros bioquimicos

En relacién con los parametros bioquimicos no se observaron diferencias

significativas en la concentracion de PT, ALB, GLOB, GLU, ALT, AST, UREA y

CRE entre el grupo CON y TRT (Tabla 2.4).
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Asimismo, la concentracién de todos los parametros bioquimicos en los
grupos CON y TRT se mantuvieron dentro de los intervalos de referencia para la
especie durante el DO (Primer dia del estro) al D90 en el grupo CON vy hasta el

final del estudio en el grupo TRT (Figura 2.5).

Tabla 2.4. Cuadrados minimos * error estdndar de los parametros bioquimicos

entre el grupo CON y TRT desde el DO al D90

Analito Valores CON TRT P
normales

PT (g/dL) 6-7,9 7,76 £0,12 7,92 +0,05 >0,22
ALB (g/dL) 2,4-3.9 2,49 £0,02 2,46 £0,00 >0,29
GLOB (g/dL) 2,6-5,1 5,27 £0,12 5,47 0,05 >0,13
GLU (mg/dL) 70-130 74,79 £2,20 73,82 £0,95 >0,24
ALT (UI/L) <145 12,67 £1,46 14,83 £0,065 >0,18
AST (UI/L) <42 16,60 £1,05 16,25 £0,47 >0,76
UREA (mg/dL) 32-70,62 41,25 £2,02 42,65 +0,89 >0,52
CRE (mg/dL) <2,2 0,89 £0,02 0,90 +0,01 >0,93

PT: proteinas totales, ALB: albumina, GLOB: globulinas, GLU: glucosa, ALT:
alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, UREA: Urea, CRE:
creatinina
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Figura 2.5. Cuadrados medios minimos de las concentraciones de PT, ALB, GLOB,
ALT, AST, UREA y CRE en los grupos CON y TRT desde el DO al D90
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Evaluacion de las concentraciones de E> y Py

La concentracion de E; durante el primer dia del estro previo a la
vacunacion (DO0) fue similar en las gatas CON y TRT (20,66 + 8,74 vs. 27,22
+8,47 pg/mL, P>0,60; respectivamente). Asimismo, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo CON vy las dos gatas TRT que volvieron a ciclar
luego del tratamiento (26,85 £6,58 pg/mL vs. 27,22 £9,8 pg/mL, P>0,97).

En cuanto a la concentracion de P4 no existio diferencia significativa entre
los grupos CON y TRT (0,51 +0,07 ng/mL vs. 0,50 £0,08 ng/mL, P>0,94) durante
el dia de la aplicacion de la primera dosis de la vacuna (DI1; primer dia del
interestro). Las concentraciones séricas de P4 se mantuvieron basales durante todo

el estudio en los grupos CON y TRT (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Concentracion de P4 en las gatas del grupo CON y TRT desde el DO al
D90
Evaluacion ultrasonografica del diametro del cuerpo uterino
La evaluacion ultrasonogréafica del didmetro del cuerpo uterino (DCU)

mostr6 diferencias significativas entre las gatas CON y las TRT (0,44 +0,01 vs.
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0,29 +0,00, P<0,0001; Figura 2.7) a lo largo del experimento. Asimismo, en las
gatas del grupo TRT se observo una reduccion del DCU, pudiendo evidenciarse
diferencias significativas entre el D1 (Primer dia del interestro) vs. D60-D300
(Figura 2.8).

Asimismo, se observaron diferencias significativas en el DCU entre el
primer dia del estro previo a la vacunacion (DO0) y el dia de la aplicacion de la
primera dosis de la vacuna (Interestro; D1) tanto en las gatas CON (DO = 0,47
+0,02; D1 = 0,40 £0,02; P<0,05) como en las gatas TRT (D0 = 0,42 +£0,01; D1 =
0,35 +£0,02; P<0,009).

En el grupo CON no se observaron diferencias significativas (Figura 2.7)
en el DCU entre el DO (Estro) y los dias D15, D30, D45, D60, D75 y D90

(P>0,98, P>0,38, P>0,67, P>0,59, P>0,06, P>0,43; respectivamente)

1,0
—0- CON —0— TRT
E
= 0,5 1
:) ’ —~ — _————
a 3
0,0

0 20 40 60 80 100
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Figura 2.7. Cuadrados minimos + error estindar del DCU (cm) entre las gatas del
grupo CON y TRT desde el DO al D90
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Figura 2.8. Cuadrados medios minimos =+ error estdndar del DCU (cm) de las gatas
TRT desde el dia 0 al dia 345. Superindices difieren a P<0,0001

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que tal como fue hipotetizado Improvac®
evita la ocurrencia de ciclos estrales por al menos 330 dias, lo cual cubriria una
temporada reproductiva en las gatas, evitando prefieces no deseadas y previniendo
la ocurrencia de poblaciones de gatos callejeros.

En los resultados obtenidos pudimos observar que la aplicacion de la
vacuna Improvac® no produjo alteraciones en el PF, FR y CC. Sin embargo, como
efectos adversos luego de la vacunacion se observo la formacion de masas en el
sitio de aplicacion de la vacuna que permanecieron durante periodos variables de
tiempo, y en dos animales se registrd dolor, fiebre y decaimiento solo el dia
siguiente a la aplicacion de la vacuna. Estas observaciones concuerdan los efectos

adversos observados en yeguas, ponis y cerdos tras la vacunacion con Improvac®
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(Dunshea y col., 2001; Imboden y col., 2006; Khumsap y col., 2020). Asimismo
otra vacuna anti-GnRH (GonaCon™) aplicada en gatas ocasion¢ la formacion de
masas en el sitio de aplicacion de la vacuna, y al igual que en nuestro experimento
estas masas disminuyeron su tamafio o desaparecieron y no tuvieron
caracteristicas neopldsicas ni formaron lesiones supurativas (Levy y col., 2011;
Vansandt y col., 2017). En el trabajo realizado por Robbins y col., (2004) también
se observd que en las gatas luego de la aplicacion de una vacuna anti-GnRH
existio reaccion tisular en el sitio de aplicacion. Algunos estudios indican que en
gatos la aplicacion de vacunas se asocia al riesgo de formacion de sarcomas en el
sitio de inyeccion. En nuestro trabajo no se registro la ocurrencia de sarcomas lo
cual muestra la inocuidad de la vacuna Improvac (Gobar y Kass, 2002; Srivastav
y col., 2012).

La duracién del efecto de la vacuna, en nuestro estudio fue similar a lo
observado al utilizar GonaCon™ en gatas (Levy y col., 2011) y al utilizar
Improvac® en yeguas (Schulman y col., 2012). Por el contrario la duracion del
efecto registrado por nosotros fue superior a lo observado por Fischer y col.,
(2018) al utilizar una nueva formulacion de GonaCon™ en gatas; y a lo observado
en vacas al utilizar la vacuna Improvac® (Schmid y col., 2020).

El estro que se observo en algunas gatas luego de la vacunacion es similar
a lo que observaron Dalmau y col., (2015) al utilizar Improvac® en cerdas y esto
pudo deberse a que la vacuna no tuvo el tiempo suficiente para formar anticuerpos
e iniciar su efecto contraceptivo o a variaciones individuales entre los animales

(Levy y col., 2011; Novak y col., 2021).
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En cuanto al efecto de la vacunacién sobre los parametros bioquimicos no
observamos diferencias y los pardmetros se mantuvieron dentro del intervalo
normal para la especie, nuestros resultados concuerdan con lo observado al
utilizar otra vacuna anti-GnRH en gatas (Novak y col., 2021), vacas y jabalies
(Massei y col., 2008, 2012, 2015). Estos resultados estarian relacionados con la
inocuidad de la vacuna Improvac® en gatos.

En cuanto al efecto de la vacunacién sobre la concentracion de hormonas
esteroideas sexuales, no se observaron diferencias en la concentracion de E; entre
las gatas CON y TRT que ciclaron pos aplicacion de la vacuna, estos resultados
son similares a los observados por Imboden y col., (2006) en yeguas quienes
observaron que la aplicacion de la vacuna Improvac® no influye sobre la
concentracion de E>. Por el contrario en un estudio realizado por Elhay y col.,
(2007) se registr6é una disminucion en los niveles de E» luego de la aplicacion de
la vacuna Improvac® en yeguas, tal como se observa en las gatas que no ciclaron
luego de la aplicacion de la vacuna.

En yeguas la aplicacion de la vacuna Improvac® previene la
foliculogénesis y la formacion del cuerpo luteo (Elhay y col., 2007) lo cual
concordaria con la ausencia de estros pos vacunales observada en nuestro estudio.

Los niveles basales de Ps que observamos en las gatas CON y TRT
demuestra la ausencia de ovulacion espontanea en las gatas (Johnson, 2022), por
lo tanto la ausencia del ciclo estral que observamos no fue consecuencia de la
formacion de un cuerpo lateo.

Al analizar el DCU entre las gatas CON y TRT pudimos observar una

disminucioén en las gatas TRT en comparacion con las gatas CON. El mayor DCU
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observado en las gatas CON se debe a que las gatas de este grupo continuaron
presentando estros durante el periodo de observacion. Estos resultados concuerdan
con lo manifestado por Davidson y Baker (2009) quienes mencionan que durante
el estro el utero tiene mayor grosor en comparacion con el utero durante el
anestro. Asimismo se ha observado que en gatas existe correlacion positiva del

diametro uterino y el tamano de los foliculos ovaricos (Gatel y col., 2020).

CONCLUSION

Podemos concluir que la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac®
evitan la ocurrencia del estro en gatas. Nuestros resultados evidencian que el
inicio del efecto de la vacuna no es igual en todas las gatas. Sin embargo, una vez
que se ha logrado el efecto contraceptivo la duracion de su efecto es prolongada.
Los efectos adversos que observamos fueron leves y transitorios y la inocuidad de
la vacuna se confirm6 al observar que su utilizacién no ocasiond alteraciones
hematologicas y bioquimicas. Por estos motivos esta vacuna puede ser utilizada

como un método contraceptivo en gatas.
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CAPITULO 111

EFECTO DE LA APLICACION DE DOS DOSIS DE LA VACUNA ANTI-
GNRH SOBRE LA MORFOLOGIA Y MORFOMETRIA DEL UTERO Y

OVARIO

INTRODUCCION

La GnRH es la hormona que desencadena el inicio del ciclo estral gracias
a la estimulacion de la pituitaria promoviendo la sintesis y liberacion de
gonadotropinas. Durante el ciclo estral estas hormonas producen cambios en la
estructura ovarica debido a su efecto sobre el desarrollo folicular, la maduracion
del foliculo y la ovulaciéon. Asimismo, el tUtero también sufre cambios
estructurales, y estos consisten en un incremento en la cantidad y la extension de
las glandulas endometriales, junto con edema y la congestion del endometrio,
cambios asociados a la produccion ovarica de estrogenos y progesterona
(Johnston y col., 2001).

El ovario es el lugar en donde se lleva a cabo el desarrollo y maduracion
folicular, asi como la ovulacion, ademas es el lugar en donde se sintetiza E> y Pa.
Histologicamente el ovario de la gata estd formado por una corteza externa y por

una medula interna (Samuelson, 2007).
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Figura 3.1. Corte histolégico de un ovario de gata tefiiddo con hematoxilina y eosina,
visto a 40X en donde se observa la médula y corteza ovarica conteniendo
foliculos ovaricos en diferentes etapas de desarrollo

En la corteza ovarica se localizan los foliculos ovaricos en diferentes
etapas de desarrollo, estos foliculos son estructuras compuestas por un ovocito
primario rodeado por células epiteliales especializadas. Bajo la influencia de la

FSH estos foliculos sufren una serie de cambios estructurales y esto permite que

se puedan identificar cuatro etapas de desarrollo segiin sus caracteristicas

histologicas. Las etapas por las que atraviesa el foliculo ovarico durante su

desarrollo son: foliculos primordiales, foliculos primarios, foliculos secundarios y

foliculos terciarios (Priedkalns y Leiser, 2006; Samuelson, 2007).
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Figura 3.2. Foliculos ovéricos en diferentes etapas de desarrollo. FP: foliculo
primordial, FPU: foliculo primario unilaminar, FPM: foliculo primario
multilaminar, FS: foliculo secundario, FT: foliculo terciario

Los foliculos primordiales son la primera etapa del desarrollo folicular,
durante esta etapa el ovocito mide entre 20-30 um, y se encuentra rodeado por una
capa de células foliculares planas. Estos foliculos se encuentran inactivos para
posteriormente ser activados y pasar a convertirse en foliculos primarios (Bristol-

Gould y Woodruff, 2006; Liebich, 2019). La siguiente etapa del desarrollo
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folicular consiste en la formacion de los foliculos primarios, estos foliculos se
caracterizan porque el ovocito en su interior incrementa de tamafio (30-50 um), se
forma la zona pelicida que recubre al ovocito y las células foliculares planas que
lo rodeaban se convierten en células cuboidales. Sin embargo, estas células, ain
se mantienen distribuidas en forma de una monocapa (Bristol-Gould y Woodruff,
2006; Samuelson, 2007).

A medida que contintia el desarrollo folicular las células que rodean al
ovocito empiezan a dividirse formando un revestimiento epitelial estratificado, y
debido a este incremento en la cantidad de células y a su disposicion multilaminar
el foliculo incrementa su tamafio alcanzando 100-400 um, formando de esta
manera el foliculo secundario. En esta etapa las células foliculares que rodean al
ovocito pasan a llamarse células de la granulosa, y se mantienen separadas del
ovocito por la zona pelicida. Durante esta etapa las células del estroma ovarico
que rodean al foliculo empiezan a dividirse y se organizan alrededor del foliculo y
al mismo tiempo se forman vasos sanguineos alrededor del mismo lo que da
origen a la teca folicular. En el interior del foliculo secundario el ovocito presenta
un tamafio de entre 40-75 pum (Bristol-Gould y Woodruff, 2006; Samuelson,
2007).

Posteriormente, contintia la proliferacion de las células de la granulosa y a
medida que esto ocurre empiezan a formarse espacios llenos de liquido folicular
entre estas células, formando asi el foliculo terciario. Segiin avanza el desarrollo
estos espacios empiezan a fusionarse para finalmente formar el antro lleno de
liquido folicular. Durante esta proliferacion celular el ovocito junto con las células

de la granulosa que lo rodean son desplazados hacia un costado del antro
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formando el complejo cumulus-ovocito. Asimismo, las células de la teca se
dividen en dos porciones una interna vascular llamada teca interna y una externa
con tejido conectivo llamada teca externa. Durante esta etapa el ovocito mide de
85-100 um (Bristol-Gould y Woodruff, 2006; Liebich, 2019).

Una vez que el foliculo se desarrolla por completo y alcanza la maduracion
el complejo cumulus-ovocito se desprende del resto de las células foliculares y se
mueve libremente dentro del antro listo para la ovulacion (foliculo preovulatorio;
Samuelson, 2007).

El utero felino estd formado por tres capas perimetrio, miometrio y
endometrio. El endometrio estd formado por dos capas, una capa superficial
llamada zona funcional y una profunda llamada zona basal. La zona funcional en
su superficie estd formada por epitelio columnar simple que varia de tamafio
segun las variaciones hormonales durante el ciclo estral. La zona subepitelial es
vascular y contiene tejido conectivo laxo junto con fibrocitos, macréfagos y
mastocitos. La zona funcional degenera parcialmente luego de la prefiez o el estro
y luego es restaurada a partir de la zona basal (Priedkalns y Leiser, 2006). Desde
el epitelio del endometrio hasta el miometrio se encuentran las glandulas uterinas,
las cuales son estructuras glandulares cilindricas, ramificadas y enrolladas, cuya
cantidad de enrollamiento se encuentra relacionado con la secrecion de Py
(Samuelson, 2007).

Asimismo, durante el ciclo estral el endometrio también sufre cambios en
su estructura, es asi que durante el anestro existen pocas capas de glandulas

endometriales que luego proliferan durante la fase folicular, para finalmente tener
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una apariencia elongada que recorre el endometrio durante la fase lutea

(Chatdarong y col., 2005).

Figura 3.3. Corte histologico transversal del utero de una gata tefiido con
hematoxilina y eosina a 40X y 600X. E: endometrio, GIE: glandulas
endometriales.

Debido a la importancia que tiene la GnRH para la ocurrencia del ciclo
estral y en relacion a los cambios que ocasiona en el tejido ovarico y uterino, es
esperable que las vacunas anti-GnRH interfieran con el desarrollo folicular y los
cambios en la estructura del endometrio. Es asi que se ha observado que en
yeguas las vacunas anti-GnRH ocasionan una disminucion en la cantidad y
tamafo de los foliculos ovaricos detectados mediante palpacion y ecografia
(Donovan y col., 2013; Elhay y col., 2007). Asimismo en perras la aplicacion de
una vacuna anti-GnRH impidi6 la formacion de foliculos antrales (Liu y col.,
2015). De la misma manera en gatas las vacunas anti-GnRH impidieron el
desarrollo de los foliculos ovaricos (Jiang y col., 2015; Novak y col., 2021)

En un reciente estudio realizado en gatas se aplicaron dos dosis de la
vacuna anti-GnRH GonaCon™, y esto ocasiond una disminucion en la cantidad y

tamafio de los foliculos antrales junto con degeneracion de sus ovocitos. Sin
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embargo no se observaron cambios en los foliculos primordiales ni en el
endometrio (Novak y col., 2021),

El efecto de la vacuna Improvac® sobre los ovarios fue estudiado en cerdas
y se observo que las cerdas vacunadas tuvieron una mayor cantidad de foliculos
atrésicos y foliculos terciarios de menor tamafo en comparacion con el grupo
control. Ademas, el endometrio del grupo de cerdas vacunadas fue mas delgado y
contenia un menor niimero de glandulas endometriales (Mitjana y col., 2020)

De la misma forma en yeguas se observo que la aplicacion de 2 dosis de la
vacuna anti-GnRH Improvac® produjo una disminucion en la cantidad de foliculos
detectados mediante ecografia. Asimismo, se observd una menor cantidad de
edema uterino en comparacion al grupo control, lo cual coincidi6 con el cese de la
actividad ovarica de las yeguas vacunadas (Imboden y col., 2006).

Esto demuestra que las vacunas anti-GnRH interfieren con el desarrollo
folicular y uterino, lo cual permite estimar el efecto contraceptivo de estas
vacunas. Por tal motivo evaluar el efecto que tiene la aplicacion de dos dosis de la
vacuna Improvac® sobre el tejido ovérico y uterino en gatas permitira estimar su
efecto contraceptivo, asi como también las modificaciones que induzcan en estos
tejidos. El objetivo de este capitulo fue estudiar el efecto de la aplicacion de dos
dosis de la vacuna Improvac® (Zoetis) sobre la morfologia y morfometria ovérica
y uterina en hembras felinas.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que la aplicacion de dos dosis de la vacuna
Improvac® produce cambios histologicos y morfométricos ovaricos y uterinos en

hembras felinas.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Las gatas incluidas en el estudio fueron divididas en 2 grupos: grupo I
control al cual se le administrd por via sc en la parrilla costal izquierda 0,5 mL de
solucion fisioldgica el primer dia del interestro (D1) y el dia 30 (CON, n=3) y
grupo II tratado al cual se le administr6 por la misma via y en la misma ubicacion
0,5 mL de la vacuna Improvac® (Zoetis) el primer dia del interestro (D1) y el dia
30 (TRT, n=9).

Las gatas TRT fueron sometidas a ovariohisterectomia (OVH) durante el
estudio, 3 gatas fueron sometidas a OVH a los 120 dias, 3 gatas fueron sometidas
a OVH a los 270 dias y 3 gatas fueron sometidas a OVH a los 330 dias de la
aplicacion de la primera dosis de la vacuna Improvac®. Las gatas controles fueron
sometidas a OVH 3 meses después de la aplicacion de la primera dosis de

solucion fisiologica.

Animales
Los animales fueron mantenidos respetando los mismos criterios

descriptos en el Capitulo II.

Determinacion del ciclo estral y examen fisico
La determinacion de la etapa del ciclo estral se realizd respetando los

mismos criterios descriptos en el Capitulo II.
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Durante el estudio cada 15 dias se realizé un examen fisico general, y se

registré la TE, PF, FR y CC.

Muestras para el estudio morfoldgico uterino

Una vez realizada la ovariohisterectomia, se obtuvo de cada cuerno uterino
una biopsia mediante punch de 0,4 cm de didmetro. Las muestras obtenidas fueron
colocadas en tubos con solucion formolada tamponada al 10% hasta su
procesamiento histologico. Posteriormente en el laboratorio, las muestras fueron
deshidratadas, incluidas en parafina, cortadas con micrétomo y tefiidas con
hematoxilina y eosina para su observacion. Todas las muestras obtenidas fueron

evaluadas a 100 y 400X en microscopio optico (Praderio y col., 2019)

Muestras para el estudio morfolégico ovarico

Los ovarios obtenidos durante la OVH fueron fijados en solucion
formolada tamponada al 10%. Posteriormente en el laboratorio, las muestras
fueron deshidratadas, incluidas en parafina y cortadas con microtomo. Las
muestras de ovarios fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para su observacion

a 100 y 400X en microscopio optico (Stornelli y col., 2021).

Estudio morfomeétrico uterino
En los cortes histologicos del utero se evalud el grosor endometrial (GE,
um) y la morfometria de las glandulas uterinas en cada cuerno uterino de las gatas

estudiadas.
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El GE se registréo midiendo la altura de 5 picos y 5 depresiones observadas
en el endometrio de cada cuerno uterino observado a 40X. Posteriormente se
calcul¢ el promedio para cada cuerno uterino.

En las glandulas endometriales se registr6 la altura celular glandular
(ACG, um), el didmetro glandular interno (DGI, um) y el didmetro glandular
externo (DGE, pm).

La ACG se registr6 utilizando 5 campos observados a 600X, en los cuales
se utilizaron 2 glandulas endometriales por campo, y en cada glandula se midi6 la
altura celular de 5 células glandulares, midiéndose de esta manera la altura celular
de 50 células glandulares por cada cuerno uterino.

El DGI Y DGE se registr6 utilizando 5 campos observados a 600X, en los
cuales se utilizaron 2 glandulas endometriales por campo, y en cada glandula se
midié el DGI y DGE en dos ejes perpendiculares por cada glandula endometrial.
Obteniendo 20 mediciones del DGI y 20 mediciones del DGE por cada cuerno

uterino (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Disefo experimental para la evaluacion del efecto de la aplicacion de dos
dosis de la vacuna Improvac® (TRT) o solucion salina (CON) en gatas
sobre la morfometria uterina

Estudio morfomeétrico ovarico

Los cortes histologicos de los ovarios fueron evaluados utilizando un
microscopio optico, y en ellos se identifico la etapa de los foliculos observados.

Asimismo, se determind el didmetro medio de los ovocitos (DMO) y el didmetro

medio folicular (DMF) calculando el promedio del didmetro minimo y méaximo de

los ovocitos (um) y de los foliculos ovaricos (um; Figura 3.5) respectivamente

(Carvalho y col., 2016). Las mediciones fueron realizadas mediante el software

para analisis de imagenes Image J 1.53t (National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, USA).
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En el caso de los foliculos primordiales (FP), foliculos primarios
unilaminares (FPU) y foliculos primarios multilaminares (FPM) se examinaron 10
foliculos de cada etapa del desarrollo folicular utilizando 400X (5 foliculos de
cada etapa de desarrollo por cada ovario), y se determin6 el didmetro medio del
ovocito (DMO) calculando el promedio entre el didmetro minimo del ovocito
(DMINO) y el diametro maximo del ovocito (DMAXO). Asimismo, se calculo el
diametro medio folicular (DMF) calculando el promedio entre el didmetro minimo
del foliculo (DMINF) y el didmetro méximo del foliculo (DMAXF). En el caso de
los foliculos secundarios (FS) y preovulatorios se examinaron 5 foliculos de cada
etapa del desarrollo folicular en ambos ovarios, utilizando 100X y en ellos se
registré el DMINO, DMAXO, DMINF, DMAXF, para posteriormente calcular el

DMO y DMF.
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Figura 3.5. Disefo experimental para la evaluacion del efecto de la aplicacion de dos
dosis de la vacuna Improvac® (TRT) o solucion salina (CON) en gatas
sobre la morfometria ovarica

Criterios de inclusion

Este experimento se realizo respetando los mismos criterios descriptos en

el Capitulo II.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo un disefio completamente aleatorio con mediciones repetidas en
el tiempo en el que la unidad experimental fue la gata. Se establecio un nivel de
significancia de P<0,05. Los datos fueron presentados como cuadrados minimos +

error estandar. Las variables se analizaron con GLIMMIX SAS® 9.4 (SAS, 2003).
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MARCO BIOETICO

Este experimento se realiz6 respetando los mismos criterios de inclusion y

consideraciones bioéticas que en el Capitulo II.

RESULTADOS

Estudio morfométrico uterino

Las gatas del grupo CON presentaron un menor GE en comparacion con el
grupo TRT (386,94 +0,00 um vs. 715,76 +0,00 pum, P<0,0001; respectivamente).

Al evaluar las caracteristicas histologicas del endometrio, se observd que
todas las gatas del grupo CON presentaron un endometrio normal (EN), en
cambio en las gatas del grupo TRT se observd que 5 gatas (n = 5/9) presentaron
atrofia del endometrio (AE), una gata (n = 1/9) presentaba el endometrio normal
(EN) y 3 gatas (n= 3/9) presentaron hiperplasia del endometrio (HE; Figura 3.6).
Asimismo, en el grupo TRT se observd que 4 (n= 4/9) gatas presentaron

dilataciones quisticas en el endometrio (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Cortes transversales de uteros tefiidos con hematoxilina y eosina a 40X.
A: utero del grupo CON con endometrio normal, B: ttero del grupo TRT
con endometrio normal, C: tutero del grupo TRT con atrofia del
endometrio, D: ttero con hipertrofia del endometrio

Al evaluar el GE segin el dia de la ovariohisterectomia (Figura 3.7)
observamos un incremento (P<0,0074) en el grosor endometrial al D120 en las

gatas TRT en comparacion con el grupo CON (D90).
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Figura 3.7. Grosor endometrial (um) de las gatas CON y TRT segun el dia de la
ovariohisterectomia. Los asteriscos conectados con lineas indican los
niveles de significacion, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

Al analizar el GE segun las caracteristicas del endometrio se observo que

las gatas del grupo CON con EN tuvieron el GE significativamente inferior al

1200
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Figura 3.8. Grosor endometrial (um) de las gatas CON y TRT segin las
caracteristicas histologicas del endometrio. AE: Atrofia del endometrio,
EN: Endometrio normal, HE: Hiperplasia del endometrio. Superindices
difieren a P<0,0001
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En relacion con la ACG (um) se observo que las gatas del grupo CON
presentaron una mayor altura en comparacion con el grupo TRT (9,76 +0,01 vs.
7,16 0,01, P<0,0001; respectivamente).

Al comparar la ACG seglin el dia de la cirugia se observé una disminucion
(P<0,001) de la ACG de las gatas TRT al D270 en comparacion con las gatas
CON (D90). Posteriormente en el grupo TRT se observd que la ACG al D330

incremento (P<0,02) su altura en comparacion con el D270.

ACG

90 120 270 330
Dia

[ ] coN [ ] TRT

Figura3.9. ACG (um) de las gatas CON y TRT segin el dia de 1la
ovariohisterectomia. Los asteriscos conectados con lineas indican los
niveles de significacion, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

Al analizar la ACG segln las caracteristicas del endometrio se observo que
las gatas TRT con AE, EN e HE tuvieron una disminucion significativa de la
ACG en comparacion con las gatas del grupo CON con EN (P<0,0001; Figura
3.10)

Asimismo, se observo que las gatas TRT con AE y EN tuvieron una ACG

significativamente inferior al de las gatas TRT con HE (P<0,0001). Por el
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contrario, no se observaron diferencias significativas entre las gatas TRT con AE

O T T T T
EN AE EN HE

[ ] coN [ ] TRT

Figura 3.10.Altura celular glandular (um) de las gatas CON y TRT segun las
caracteristicas histologicas del endometrio. AE: Atrofia del endometrio,
EN: Endometrio normal, HE: Hiperplasia del endometrio. Superindices
difieren a P<0,0001

En relacion con el DGI (um) se observo un incremento del didmetro en las
gatas del grupo TRT en comparacion con el grupo CON (20,59 +0,01 vs. 13,21
+0,02, P<0,0001, respectivamente). De igual forma con el DGE (um) se observo
que las gatas del grupo TRT mostraron un incremento en comparacion con el
grupo CON (39,18 +0,00 vs. 35,55 +0,01, P<0,0001, respectivamente).

Al analizar el DGI y DGE seglin el dia de la ovariohisterectomia se
observo un incremento en el DGI de gatas TRT al D120 en comparacion con el
grupo CON (D90). Por el contrario, no se observaron diferencias en el DGE segun

el dia de la ovariohisterectomia.
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Figura3.11.DGI y DGE (um) de las gatas CON y TRT segun el dia de la
ovariohisterectomia. Los asteriscos conectados con lineas indican los
niveles de significacion, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

Al analizar el DGI segun las caracteristicas histologicas del utero se
observo que las gatas del grupo CON con EN tuvieron un DGI inferior al
observado en los grupos TRT con AE, EN e HE (P<0,0001, Figura 3.12).
Asimismo, se observd que las gatas TRT con AE tuvieron un DGI inferior al de
las gatas TRT con HE (P<0,0003).

En cuanto al DGE segun las caracteristicas histologicas del tutero se
observo que las gatas del grupo CON tuvieron un DGE inferior a lo observado en
el grupo TRT con HE (P< 0,0001). Asimismo, las gatas de los grupos TRT con

AE y con EN tuvieron un DGE inferior al observado en las gatas TRT con HE (P<

0,0001, Figura 3.12).
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Figura 3.12. Cuadrados medios minimos + error estandar del diametro interno y
externo de las glandulas endometriales (um) de las gatas CON y TRT
segun las caracteristicas histologicas del endometrio. AE: Atrofia del
endometrio, EN: Endometrio normal, HE: Hiperplasia del endometrio.
Superindices difieren a P<0,0001

Estudio morfométrico ovarico

Durante la evaluacion histologica de los ovarios se observd que 5 (n=5/9)
gatas TRT presentaron quistes foliculares (Figura 3.13). Al evaluar el didmetro
medio de los ovocitos se observo que los ovocitos presentes en los FP, FPU y
FPM del grupo TRT tuvieron un incremento significativo en sus dimensiones en
comparacion con los ovocitos del grupo CON (Figura 3.14). Por el contrario, no
se observaron diferencias significativas en el didmetro de los ovocitos de los FS

entre el grupo CON y TRT (Figura 3.14).



67

Figura 3.13. Cortes histologicos de ovarios de gatas tefiidos con hematoxilina y
eosina a 40X. A: ovario del grupo CON en el cual se observan foliculos
ovaricos en diferentes etapas de desarrollo, B: ovario del grupo TRT en el
cual se observa la presencia de quistes foliculares.

Asimismo, los FP, FPU y FPM de grupo TRT tuvieron un incremento
significativo en sus dimensiones en comparacion con los foliculos ovaricos del
grupo CON (Figura 3.14). Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas en el didmetro de los ovocitos de los FS entre el grupo CON y TRT

(Figura 3.14).
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Figura 3.14. Cuadrados medios minimos + error estdndar del didmetro medio de los
ovocitos y foliculos (um) en los grupos CON y TRT. Los asteriscos
conectados con lineas indican los niveles de significacion, * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001. FP: foliculos primordiales, FPU: foliculos
primarios unilaminares, FPM: foliculos primordiales multilaminares, FS:
foliculos secundarios

Al evaluar el didmetro medio de los foliculos ovéaricos segun el dia de la
cirugia (Figura 3.15) se observo que los FP de las gatas TRT tuvieron un
incremento (P<0,04) en las dimensiones el D120 en comparacion con el grupo

CON. Por el contrario, no se observaron diferencias en el didmetro de los FPU y

FPM segun el dia de la cirugia.

Con respecto a las dimensiones de los ovocitos segun el dia de la
ovariohisterectomia se observd que no existio diferencia en las dimensiones de los
ovocitos presentes en los FP y FPU al comparar CON vs. TRT. Por el contrario,

se observo que el D330 los ovocitos de los FPM tuvieron un incremento

significativo (P<0,02) en su dimension en comparacion con el grupo CON (D90).
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Figura 3.15.Cuadrados medios minimos + error estandar del diametro medio de los

ovocitos y foliculos (um) en los grupos CON y TRT segun el dia de la
ovariohisterectomia. Los asteriscos conectados con lineas indican los
niveles de significacion, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. FP: foliculos
primordiales, FPU: foliculos primarios unilaminares, FPM: foliculos
primordiales multilaminares, FS: foliculos secundarios

Al evaluar el didmetro medio de los ovocitos (DMO) de los FP se observo

que los ovocitos del grupo TRT con AE tuvieron un incremento significativo

(Figura 3.16) en su diametro en comparacion con los ovocitos del grupo CON.

Asimismo, los ovocitos presentes en los FPU con AE e HE tuvieron un
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incremento significativo en su didmetro en comparacion con el grupo CON
(Figura 3.16).

En cuanto a los FPM se observo que los ovocitos del grupo TRT con AE e
HE tuvieron un didmetro significativamente superior (Figura 3.16) en
comparacion con el grupo CON. Asimismo, los ovocitos presentes en los FMP del
grupo TRT con HE tuvieron un didmetro significativo superior (Figura 3.16) en
comparacion con los ovocitos del grupo TRT con AE. No se observaron
diferencias significativas en el diametro de los ovocitos de los FS del grupo CON
en comparacion con el grupo TRT.

En relacion con el didmetro medio folicular (DMF) se observé que los FP
del grupo TRT con AE, EN e HE tuvieron un incremento significativo en sus
dimensiones en comparacion con los FP del grupo CON (Figura 3.16). Asimismo,
los FPU del grupo TRT con AE e HE tuvieron un incremento significativo (Figura
3.16) en sus dimensiones en comparacion con el grupo CON. Asimismo, los FPU
del grupo TRT con AE e HE tuvieron un tamafo significativamente superior
(Figura 3.16) en comparacion con los FPM de las gatas con EN.

Asimismo, los FPM del grupo TRT con AE e HE tuvieron un incremento
significativo (Figura 3.16) en su didmetro en comparacion con el grupo CON. No
se observaron diferencias significativas en el diametro de los FS del grupo CON

en comparacion con el grupo TRT.
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Figura 3.16.Cuadrados medios minimos =+ error estandar del diametro de los ovocitos

y foliculos en las diferentes etapas de desarrollo folicular. Los asteriscos
conectados con lineas indican los niveles de significacion, * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001. FP: foliculos primordiales, FPU: foliculos
primarios unilaminares, FPM: foliculos primordiales multilaminares, FS:
foliculos secundarios, EN: endometrio normal, AE: atrofia del
endometrio, HE: hiperplasia del endometrio
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los resultados obtenidos pudimos observar que las gatas TRT tuvieron
un GE superior al de las gatas CON. Nuestros hallazgos difieren con lo observado
al utilizar una vacuna anti analogo de la GnRH (alarelina) en ovejas y conejas, en
las cuales existié una disminucidn en el grosor de la pared uterina en los grupos
tratados (Wei y col., 2014, 2011). Asimismo nuestros resultados difieren con lo
observado en ratas al utilizar una vacuna anti-GnRH en las cuales se produjo
atrofia del endometrio (Okon y col., 1980). También se han observado
alteraciones del GE con otros métodos contraceptivos, es asi que en gatas la
utilizacion de un analogo de la GnRH (deslorelina) ocasiond que las gatas tratadas
presentaran atrofia del endometrio (Toydemir y col., 2012).

En nuestro estudio el incremento del GE en las gatas TRT podria
explicarse por el incremento observado en el didmetro de las glandulas
endometriales y por las dilataciones quisticas que se observaron en algunas de las
gatas TRT. Las dilataciones quisticas de las glandulas endometriales también se
han observado en ratas tras la aplicacion de una vacuna anti-GnRH (Okon y col.,
1980). Estas dilataciones quisticas podrian ser ocasionadas por una obstruccion
de las glandulas endometriales producto de un desbalance hormonal o de una
deficiente actividad secretora de las gldndulas endometriales (Williams y col.,
2007; Yamaguchi y col., 2021), lo cual concuerda con la disminucion observada
en la ACG de las gatas TRT lo cual estaria asociado a una alteracién en la

secrecion de las glandulas endometriales.
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En nuestro estudio el GE de las gatas del grupo CON fue superior al que se
observa durante el interestro (Muphung y col., 2009), incluso las dimensiones del
GE concuerdan con lo observado previamente en las dimensiones del utero
durante la fase lutea (Chatdarong y col., 2005). Lo que indicaria que las gatas del
grupo CON continuaron ciclando durante el estudio.

En nuestro estudio observamos que la ACG fue mayor en el grupo CON
en comparacion con el grupo TRT. Esto nos indicaria que las gatas TRT no
estuvieron expuestas a un estimulo folicular o luteo, ya que se ha observado que
en las gatas la ACG incrementa considerablemente frente al estimulo de los Ez y
la P4 (Boomsma y col., 1997; Chatdarong y col., 2005; Kutzler, 2022).

En relacion con el diametro de las glandulas endometriales, en nuestro
estudio las gatas del grupo TRT presentaron unos DGI y DGE superiores a la
observado en el grupo CON. Estos resultados difieren de lo observado por
Mitjana y col., (2020) quienes en cerdas vacunadas con Improvac® encontraron
que las glandulas endometriales fueron mas pequefias en comparacion con el
grupo control. Asimismo, nuestros resultados difieren con lo observado tras la
aplicaciéon de la vacuna GonaCon™ en gatas, en las cuales no se observaron
alteraciones morfologicas de las glandulas endometriales tras la vacunacion
(Novak y col., 2021).

Con respecto a las caracteristicas histoldgicas de los ovarios, los quistes
foliculares que se observaron en las gatas TRT son similares a lo observado en
ratas al utilizar una vacuna anti GnRH (Fraser y Baker, 1978; Okon y col., 1980)
y estos hallazgos podrian ser ocasionadas por la inadecuada produccion de

gonadotropinas producto de la vacunacion lo cual impediria la correcta
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maduracion, ovulacion y luteinizacion de los foliculos (MacLachlan, 1987; Okon
y col., 1980).

En nuestro estudio pudimos observar que los FP, FPU y FPM junto con
sus ovocitos fueron significativamente mas grandes en el grupo TRT en
comparacion con el grupo CON. Ademads las dimensiones de los FP, FPU y FPM
junto con los ovocitos presentes en los FPU y FPM fueron superiores a las
dimensiones reportadas en gatas adultas (Carvalho y col.,, 2016). Nuestros
resultados son similares a lo observado por Wei y col., (2011) quienes observaron
que en conejas tras la aplicacion de una vacuna anti un andlogo de la GnRH
(alarelina) existio un incremento del didmetro de los foliculos primarios y es asi
que los autores concluyeron que la inmunizacién mejord el desarrollo de los

foliculos.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac®
en gatas ocasiona un incremento del GE y en algunos casos puede llegar a
producir AE o HE. Asimismo, su utilizaciéon disminuye la altura de las células
glandulares lo que demuestra la falta de efecto de los E2 y P4 sobre estas células.

Asimismo, la vacunacién tiene efecto sobre los ovocitos de los FP, FPU y
FPM vy sobre los FP, FPU, FPM en los cuales ocasiona un incremento en sus
dimensiones. Por el contrario, no altera las dimensiones de los ovocitos de los FS
y sobre los FS, lo cual sugiere que su efecto es potencialmente reversible

manteniendo el potencial reproductivo de las gatas.
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CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis se puede
concluir que en gatas la aplicacion de 2 dosis de la vacuna Improvac® suprime la
ocurrencia del estro por al menos entre 120 a 330 dias. Entre el tiempo de
aplicacion de la primera dosis de la vacuna y el inicio del efecto contraceptivo de
la vacuna es posible que algunas gatas vuelvan a ciclar, sin embargo debe
evaluarse la fertilidad de este ciclo pos vacunal para determinar si es preciso
realizar algin control sobre el mismo. Es posible que la funcionalidad de cuerpo
luteo esté comprometida en estos casos y que la hembra no pueda mantener la
gestacion tal como ocurre con los implantes de agonistas-antagonistas GnRH
como la deslorelina.

La fiebre que se observo en algunas gatas tras la vacunacion fue de corta
duracion, asimismo las masas que se formaron en el sitio de aplicacion de la
vacuna disminuyeron su tamafio a medida que pasé el tiempo y estas masas no
afectaron el comportamiento normal de las gatas. Asimismo, la vacuna no
ocasion6 cambios en los pardmetros clinicos, hematologicos y bioquimicos, lo que
demuestra la inocuidad de la vacuna.

Los estudios evidenciaron que la vacuna puede ocasionar cambios en la
estructura histologica del endometrio, asi como también alteraciones en el
desarrollo de los ovocitos y de los foliculos ovéricos. Por el contrario, la
morfometria de los ovocitos primordiales no se vio afectada, lo cual indicaria que
la vacunacion mantendria el potencial reproductivo de las gatas. Por lo cual esta

vacuna muestra ser una alternativa prometedora para el control reproductivo en las
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gatas. Futuros estudios podran estimar la duracion total del efecto de la vacuna y

la fertilidad de los celos pos vacunales
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